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UNA COMPOSICION FARMACEUTICA DE LIPOSOMAS DE TAMANO PEQUENO Y 

METODO DE PREPARACION 

AREA DE LA INVENCION 

La presente itivencion se refiere a nuevas compos iciones de 
liposomas de tamano pequefio destinadas al sutninistro de com- 
puestos activos, por via inyectable, particularmente de apli- 
cacion terapgutica, con mejorada permanencia en el torrente 
sanguineo . Adicionalmente se provee un metodo de preparacion 
de liposomas con una mayor eficiencia de incorporacion de 
compuesto activo al interior de los liposomas. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

La mayor! a de las drogas que se administran por perfusion o 
por via inyectable poseen al menos uno de los siguientes in- 
convenientes : 

1) son r&pidamente eliminadas de la circulaci6n, 6 

2) poseen un bajo indice terapeutico (dado por una elevada 
toxicidad o incidencia de efectos adversos en relacion a 
su ef icacia terapeutica o a una mala distribuci6n) . 

En este contexto, los liposomas han sido ampliamente utiliza- 
dos como sistemas para la liberacion controlada y sostenida 
de principios activos. 
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Los liposomas son esencialmente veslculas lipidicas suspel 
das en un medio acuoso y que contienen tambien en su interior 
un medio acuoso. 

Los liposomas son estructuras sustancialmente esfericas com- 
puestas por membranas lipidicas bicapa completamente cerra- 
das . Los liposomas pueden ser veslculas unilamelares (que po- 
seen una unica membrana bicapa) o veslculas multilamelares 
(estructuras de tipo "cebolla" caracterizadas por multiples 
membranas bicapa, cada una separada de la siguiente por una 
capa acuosa) . La bicapa esta compuesta por dos monocapas de 
moleculas de un tipo particular que tienen una regi6n hidro- 
foba (cola) y una regi6n hidr6fila (cabeza) . Este tipo de mo- 
leculas se denomina anfipStica. La estructura de la membrana 
bicapa es tal que las colas hidr6fobas (no polares) de las 
monocapas lipidicas se orientan hacia el centro de la bicapa 
mientras que las cabezas hidr6filas (polares) se orientan 
hacia la fase acuosa. La estructura resultante es una estruc- 
tura energeticamente es table, cerrada, capaz de transportar 
moleculas bioactivas. Las moleculas bioactivas atrapadas de- 
ntro de los liposomas pueden as! presentar tanto un Indice 
terap^utico como una biodistribucion mejoradas. Las drogas 
transportadas mediante liposomas son liberadas gradualmente 
en la circulaci6n, aliviando as! los efectos toxicos latera- 
les asociados con la administracion de la droga libre. 
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f ormulacipnes farmaceuticas, para el suministro selectivo de 
una variedad de agentes activos de valor diagnostico y tera- 
peutico . 



Se han descripto liposomas constituidos por diferentes lipi- 
dos , muchos de ellos en documentos de patente, como por ejem- 
plo las Patentee Nos . 4*. 737. 323 (1988); 4.769.250 (1988); 
4.837.028 (1989) 4.863.739 (1989); 4.920.016 (1990); 
5.013.556 (1991); 5.463.066 (1995). Tambien se conocen dis- 
tintos metodos y variantes de los mismos para la preparacion 
de varios tipos de liposomas, tales como los descriptos en 
las siguientes publicaciones : Preparation of liposomes of de- 
fined size distribution by extrusion through polycarbonate 
membranes, por Olson, F; Hunt, C.A.; Szoka, F.C.; Vail, W.J.; 
Papahadjopoulos , D., Biochem Biophys . Acta, 557 , 9 - 23 
(1979); Vesicles of variable size produced by a rapid extru- 
sion procedure por Mayer, L.D.; Hope,. M.J. Cullis, P.R. Bio- 
chem. Biophys. Acta 858 , 161-168 (1986) y Effects of solu- 
ble concentrations of the- entrapment of solutes in phosphol- 
ipids vesicles prepared by freeze- thaw extrusion por Chap- 
man, C.J., Erdahl, E.E. Taylor, R.W., Pf eif f er,D.R. : Chem. 
Phys. Lipids, 60, 201-208 (1991) . Informacion bibliograf ica 
adicional puede encontrarse en: N. Berger, A. Sachse; J. Ben- 
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der, R, Schbert and M. Branddl , Int. J Pharmaceutics, 
55-68 (2001). 



Algunas patentee describen composiciones de liposomas conte- 
niendo lisof osf olipidos , tal como la Patente US 5.043.164, 
que describe una formulacion para liposomas con fosfatidile- 
tanolamina (particularmente dioleil f osf atidiletanolamina) y 
un acido graso como acido oleico. Con el objeto de estabili- 
zar los liposomas, se reemplaza el colesterol, (estabilizante 
convencional) , por el agregado, luego de un corto tiempo des- 
pues de su preparaci6n, de una sustancia anfipatica, tal como 
por ejemplo lisof osf olipidos, gangliosidos , sulfatidos, dro- 
gas liofilicas, y proteinas anfipHticas en proporciones de 
lxpidos a sustancia anfipatica de 10:1 a 1:1 p/p. 

La patente US 5.009.956 describe un mdtodo de estabilizaci6n 
de membranas de liposomas mediante la mezcla de un fosfollpi- 
do y entre 20-30 mol% de un lisof osf olipido, donde al menos 
uno de ellos es insaturado. 

Como se expuso anteriormente, los liposomas han sido amplia- 
mente utilizados como sistemas para la liberacion controlada 
y sostenida de compuestos activos retenidos dentro de los 
mismos a lo largo de un perlodo de tiempo prolongado, redu- 
ciendo asi los posibles efectos toxicos de la droga al limi- 
tar la concentracion de droga libre en el torrente sanguineo. 
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Sin embargo, un problema frecuente de este tipo de estrategia 
esta dado por la rapida eliminacion de los liposomas por el 
sistema reticulo-endotelial (SER) y por la baja retencion de 
los principios activos . 

Uno de los fact ores que contribuyen a minimi zar la remocion 
de los liposomas por el SER es la preparacion de liposomas de 
tamano pequeno y uniforme . 

Otro factor que contribuye a mejorar la terapia de suministro 
de ccpmpuestos activos, lo constituye la posibilidad de obte- 
ner liposomas con una mayor eficiencia en la incorporacion de 
compuesto activo, esto es una cantidad aumentada de principio 
activo atrapado dentro de las veslculas liposomales. 

RESUMEN DE LA INVENCION 

La presente invencion provee una composicion farmaceutica de 
liposomas de tamano pequeno, unilamelares para suministro de 
un compuesto activo por via inyectable. 

La obtencion de liposomas de tamano pequeno se logra, de 
acuerdo a la presente invencion, mediante el agregado de can- 
tidades limitadas de un lisof osf olipido a la mezcla de lipi- 
dos constituyentes de la formulacion de membrana. 

Es por lo tanto un objeto de la presente invenci6n proveer 
una composici6n farmaceutica de liposomas de tamano pequeno, 





activo, que comprende : (i) liposomas con un diametro promedio 
de entre aproximadamente 75 nm y aproximadamente 3 00 nm, don- 
de la membrana unilamelar esta formada por una tnezcla de 11- 
pidos saturados que contiene una proporcion de lisof osf olipi- 
dos comprendida entre aproximadamente 0,5 moles% y aproxima- 
damente 6,0 moles% respecto de los llpidos totales, y(ii) un 
compuesto terapeutico encapsulado dentro de dichos liposomas. 

Concentraciones preferidas de lisof osf olipidos son aquellas 
entre aproximadamente 1,4 moles% y aproximadamente 2,8 moles% 
respecto de los lipidos totales. 

Es otro objeto de la invencion proveer un metodo para la pre- 
paraci6n de liposomas de tamano pequeno y controlado mediante 
un procedimiento sencillo, por el agregado de pequenas canti- 
dades de un lisof osf olipido a la mezcla lipidica utilizada en 
dicha preparaci6n. 

Un objeto particular de la invencion provee una composicion 
farmac^utica de liposomas de tamano pequeno, unilamelares pa- 
ra administraci6n parenteral de un agente citot6xico, donde 
dicho agente citotoxico es pref eriblemente un antibiotic© an- 
traciclinico como doxorubicina, epirubicina o daunorubicina , 
m^Ls pref eriblemente doxorubicina. 
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paracion de una composicion de liposomas destinado a incre- 
mentar el porcentaje de encapsulamiento de doxorubicina de- 
ntro de las veslculas liposomales . Este aumento de eficiencia 
de incorporacion de doxorubicina al interior de los liposomas 
se logra mediante el agregado de iones calcio a la soluci6n 
de doxorubicina durante la etapa de carga de los liposomas 
con principio activo. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 muestra las curvas de distribucion del tamano de 
liposomas para cantidades crecientes de lisof osf olipido en 
funcion del tamano de poro de extrudado. 

Las figuras 2a y 2b muestran la distribucion de tamafio de li- 
posomas extrudados a trav6s de membranas con tamano de poro 
decreciente (en esfce caso el poro menor es de 200 nm) con 
agregado de lisof osf olipido (lotes 06012 y 06013) y sin el 
agregado de lisof osf olipido (lote 06011) . 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Los liposomas de la presente invenci6n son liposomas unilame- 
lares que poseen una tinica membrana bicapa. La bicapa esta 
compuesta por dos monocapas de moleculas anfipaticas, un tipo 
particular de moleculas que tienen una regi6n hidr6foba (co- 
la) y una region hidr6fila (cabeza) . La estructura de la mem- 
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las monocapas lipldicas se orientan hacia el centro de la bi- 
capa mientras que las cabezas hidr6filas (polares) se orien- 



tan hacia las fases acuosas . La estructura resultante es una 
estructura energeticamente estable, cerrada, capaz de trans - 
portar moleculas bioactivas. 

La membrana unilamelar de esta invencion est£ formada por una 
mezcla de lipidos saturados . De acuerdo con la invencion, se 
obtienen liposomas de tamano pequeiio por el agregado de liso- 
fosfosf olipidos a la mezcla de lipidos utilizada en la prepa- 
racion de la membrana liposomal. 

Pref eriblemente los lisof osf olipidos se seleccionan de liso- 
f osf atidilcolina/ lisof osf atidilinositol , lisof osf atidilseri- 
na y £cido lisof ostatidico . 

La lisofosfatidil cplina (liso FC) , se puede obtener por via 
de sintesis quimica, o por hidr61isis enzimatica con fosfoli- 
pasa A 2 . Naturalmente se produce tambien como un producto de 
degradaci6n de f osf atidilcolina . 

Los lipidos utilizados en la preparaci6n de la membrana uni- 
lamelar son lipidos saturados, pref eriblemente seleccionados 
de entre fosfatidil colina, colesterol y fosfatidil- 
etanolamina, f osf atidil-inositol ; f osf atidil-glicerol , fosfa- 
tidil colina natural (de soja y/o huevo) y fosfatidil colina 
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obtenida de distintas fuentes naturales como soja o huevo, 
seguida de hidrogenacion; diestearoil f osf atidil-etanolamina 
derivatizada con polietilenglicol 2000 O-metilado; dipalmi- 
toil-fosf atidiletanolamina derivatizada con polietilenglicol 
2000 O-metilado y/o glicolipidos como GM X u otros sialogan- 
gliosidos o combinaciones de los mismos. 

Se ha encontrado evidencia experimental de que el agregado de 
cantidades crecientes, pero limitadas de un lisof osf olipido, 
a las mezclas de lipidos utilizadas en la preparacion de los 
liposomas, produce una reduccion del tamafio de los mismos 
cuando se compara* con aquellos producidos utilizando la misma 
mezcla de lxpidos sin el agregado de lisof osf olipidos . 

Como se utiliza en la" presente, liposomas de tamafio pequeno 
son liposomas que tiene un diametro medio menor de aproxima- 
damente 50 0 nm, prefer iblemente un dictmetro medio de entre 
aproximadamente 75 nm y aproximadamente 3 00 nm. Se consideran 
liposomas de tamafio grande a aquellos que tienen un diclmetro 
medio mayor de aproximadamente 500 nm. El diametro promedio 
puede ser determinado mediante metodos convene ionales bien 
conocidos para aquellos expertos en el arte. Entre ellos se 
puede mencionar la microscopla electrdnica y el m€todo de 
dispersi6n de luz laser dinamico (Laser Light Scattering) . 
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De acuerdo con la invenci6n, se obtienen liposomas de tamano 
pequeno mediante el agregado de lisof osf olipidos a la mezcla 
de lipidos que conformaran la membrana liposomal, preferible- 
mente con un contenido de lisof osf olxpido que varia entre 
aproximadamente 0,5 moles% y aproximadamente 6,0 moles% res- 
pecto de los lxpidos totales . Mas pref eriblemente el conteni- 
do de lisofosfolxpido varla entre aproximadamente 1,4 moles% 
y aproximadamente 2,8 moles% respecto de los lipidos totales. 

Pueden agregarse convenientemente esteroles a la mezcla de 
lxpidos, particularmente colesterol . El agregado de coleste- 
rol aumenta la estabilidad de las vesxculas liposomales, me- 
jorando la retencion de principio activo. 

Los liposomas son preparados mediante tecnicas generalmente 
conocidas . Particularmente, se prefiere para la preparaci6n 
de los liposomas de la presente invencion un procedimiento 
que combina ciclos de congelamiento/descongelamiento con ex- 
trudado a travis de membranas de distinto tamano de poro. 

Pref eriblemente, la mezcla de lipidos se disuelve en un sol- 
vente organico que se evapora hast a sequedad. La membrana li- 
pidica formada se retoma con una soluci6n acuosa, sometiendo 
la suspensi6n a entre 3 y 6 ciclos de congelamiento (aproxi- 
madamente de -20 °C a -45°C) y descongelamiento (hasta 50 °C- 
60 °C) . A continuacion la suspensi6n se extruda a traves de 
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membranas de policarbonato (Preparation of liposomes of 
ned size distribution by extrusion through polycarbonate mem- 
branes, por Olson, F; Hunt, C.A.; Szoka, F.C.; Vail, W.J.; Pa- 
pahadjopoulos, D., Biochem Biophys. Acta, 557 ,9-23 
(1979), Vesicles of variable size produced by a rapid extru- 
sion procedure por Mayer, L.D.; Hope, M.J. Cullis, P.R. Bio- 
chem. Biophys. Acta 858, 161-168 (1986)). En la presente 
invencion se utilizan una serie de etapas de extrudado comen- 
zando por la membrana de poro mas grande, por e j . 1000 nm, 
siguiendo por una membrana de 400 nm de poro y continuando 
con membranas de tamafio de poro mas pequefio, hasta obtener 
liposomas del tamafio buscado. 

La incorporaci6n de agente activo al interior de los liposo- 
mas se realiza, de acuerdo con la presente invencion mediante 
el metodo de carga activa, realizando previamente una diali- 
sis de la solucion de liposomas, siguiendo procedimientos pu- 
blicamente conocidos por cualquier experto en el arte. 

La eficiencia en la carga de un agente activo dentro de un 

liposoma depende tambien de las propiedades qulmicas del com- 

puesto. En general, los compuestos solubles en agua o en li- 

pidos son mas faciles de incorporar dado que por una parte 

los compuestos solubles eii' lipidos pueden ser facilmente in- 

corporados dentro de la bicapa lipida durante la formaci6n 

del liposoma (carga pasiva) . Por otra parte, los compuestos 
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solubles en agua interactuan con la cabeza polar del fosfol 
pido que enfrenta el interior del liposoma y por lo tanto el 
compuesto es f&cilmente secuestrado dentro del liposoma. Los 
compuestos anfipaticos, tales como los antibioticos antraci- 
clinicos son los mas dificiles de retener en el interior de 
los liposomas . 

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se ha encontrado 
esencial, para el suministro de dosis terapeuticamente efec- 
tivas de una variedad de agentes citotoxicos, cargar los li- 
posomas con una alta concentraci6n de principio activo. Por 
ejemplo, para agentes citotoxicos tales como antibioticos an- 
tracicllnicos, particularmente antraciclinas como doxorubici- 
na, epirubicina, daunorubicina, sus sales y lo similar, es 
deseable lograr una proporcion de principio activo encapsula- 
do de entre aproximadamente 8,5% en peso a aproximadamente 
11,5% en peso respecto del peso de los lipidos de liposoma. 

Un mgtodo para la carga activa de drogas anfip&ticas dentro 
de liposomas se describe en la patente US No. 5.192.542 (Ba- 
renolz y col.), la cual se incorpora a la presente como refe- 
renda. En este metodo los liposomas se preparan en la pre- 
sencia de ion amonio, tal como una soluci6n de sulfato de 
amonio o de cualquier otro compuesto de amonio tal como fos- 
fato, carbonato, bicarbonato, que puedan disociarse dentro 
del liposoma. Despu§s de la obtencion del tamano adecuado, la 
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suspension de liposomas es tratada para crear un gradiente de 
amonio a traves de la membrana liposomal. 

Sorprendentemente, de acuerdo con una realizacion de la in- 
vencidn se ha descubierto que la carga de doxorubicina al in- 
terior de los liposomas, cuando se realiza en la presencia de 
pequenas concentraciones de ion calcio, pertnite incrementar 
notablemente la eficiencia de encapsulamiento . 

Se prefieren soluciones de iones calcio a partir de solucio- 
nes tales como de cloruro de .calcio en una concentraci6n de 
entre 50 mM y 200 mM. Pueden utilizarse otras sales solubles 
de calcio. El medio regulador de pH, cuando se utilice,' no 

debera comprender sustancias secuestrantes de calcio. Pueden 

i. 

utilizarse soluciones ac^tico/acetato, de otras sales que no 
produzcan la precipitaci6n de los iones calcio o bien de un 
amino&cido tal como histidina. La- relacion en volumen de so- 
lucion de. liposomas a solucion de cloruro de calcio puede ser 
1,5:0, 05-0,5 (v/v) . 

Sin adherir a una teoria en particular se entiende que la 
presencia de iones calcio permitirla eliminar el remanente de 
sulfato de amonio del exterior de las vesiculas lipxdicas, ya 
que en presencia de sulfato de amonio, la doxorubicina geli- 
fica, y en tal caso no estaria disponible para permear al in- 
terior de los liposomas. La eliminaci6n de los iones amonio 



13 



remanentes en la zona inmediata exterior de los liposomlfiirr 5 
dejaria a la doxorubicina libre para incorporarse al interior 
de los liposomas. 

De esta forma, se ha logrado un m£todo que permite alcanzar 
un aumento de rendimiento de incorporacion de principio acti- 
vo al interior de los liposomas, aumentando el porcentaje de 
principio activo encapsulado en un porcentaje de entre 2 0 a 
70% respecto de un metodo que no utiliza iones calcio. 

A continuacion se proveen ejemplos de realizacion, los cuales 
son meramente ilustrativos y no tienen prop6sitos limitativos 
de la invencion . 

EJEMPLOS 

Preparacion de Control 

Se prepara una soluci6n que contenga 95 mg de f osf atidilcoli- 
na de soja hidrogenada; 30 mg de fosfatidil etanolamina deri- 
vatizada con 0-metil polietilenglicol-2000 y 30 mg de coles- 
terol en 15 ml de etanol anhidro. 

Se evapora la mezcla en evaporador rotatorio hasta sequedad, 
cuidando de hacerlo a una temperatura no superior a los 45 °C. 
La pellcula formada se retoma en solucion de sulfato de amo- 
nio a 45 °C (5 ml de solucion que contiene 13,20 mg/litro de 
solucion), con agitacion y a temperatura ambiente. 
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Los liposomas obtenidos en el paso anterior, se someten a 
clos de congelamiento (-45°C) y descongelamiento (50°C) . Por 



Luego se extrudan a trav£s de membranas de poro decreciente, 
comenzando por membrana de 100 0 nm, luego de 40 0 nm y final - 
mente por membrana de 20 0 nm. 

Se determine el tamano promedio de los liposomas en esta pre- 
paracion mediante .el m^todo de Dispersion de Luz Laser Dina- 
mico (Laser Light Scattering) . El resultado se muestra en el 
grafico de la figura 1 con cxreulo lleno (0 mol% de lisofos- 
f olxpido/lipidos totales) . * 

Ejemplo 1 

Se prepara una solucion que contenga 95 mg de f osf atidilcoli- 
na de soja hidrogenada; 1,5 mg de palmitoil- 
lisof osf atidilcolina; 30 mg de fosfatidil etanolamina deriva- 
tizada con O-metil polietilenglicol-2000 y 30 mg de coleste- 
rol en 15 ml de etanol anhidro. 

Se evapora la mezcla en evaporador rotatorio hasta sequedad, 
cuidando de hacerlo a Tina temperatura no superior a los 45°C. 
La pellcula formada se retoma en solucion de sulfate de amo- 
nio a 45 °C (5 ml de soluci6n que contiene 13,20 mg/litro de 
solucion), con agitacion y a temperatura ambiente . 



lo menos se practican 6 ciclos . 
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Los liposomas obtenidos en el paso anterior, se someten a ci- 
clos de congelamiento (-45°C) y descongelamiento (50°C). Por 



Luego se extrudan a traves de membranas de poro decreciente, 



membranas de poro mas pequeno, luego de 40 0 nm y finalmente 
por membrana de 20 0 nm. 

El tamano promedio de los liposomas en esta preparacion se 
muestra en el grUfico de la figura 1 con circulo vacxo (1,43 
mol% de lisof osf olipido/llpidos totales) . 

Ejemplo 2 

Se prepara una soluci6n que contenga 95 mg de f osf atidilcoli- 
na de soja hidrogenada; 3 mg de palmitoil- 
lisof osf atidilcolina; 30 mg de fosfatidil etanolamina deriva- 
tizada con O-metil polietilenglicol-2000 y 30 mg de coleste- 
rol en 15 ml de etanol anhidro. 

Se evapora la mezcla en evaporador rotatorio hasta sequedad, 
cuidando de hacerlo a una temperatura no superior a los 45°C. 
La pelicula formada se retoma en soluci6n de sulfato de amo- 
nio a 45°C (5 ml de soluci6n que contiene 13,20 mg/litro de 
solucion) , con agitacion y a temperatura ambiente. 



lo menos se practican 6 ciclos. 



comenzando por membrana de 1000 nm, siguiendo luego por las 
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Los liposomas obtenidos en el paso anterior, se someten a ci- 
clos de congelamiento (-45°C) y descongelamiento (50°C) . Por 
lo menos se practican 6 ciclos. 

Luego se extrudan a trav£s de membranas de poro decreciente, 
comenzando por membrana de 1000 nm, siguiendo luego por las 
membranas de poro mas pequerio, luego de 40 0 nm y finalmente 
por membrana de 20 0 nm. 

El tamano promedio de los liposomas en esta preparacion se 
muestra en el grafico de la figura 1 con triangulo lleno 
(2,86 mol% de lisof osf olipido/lipidos totales) . 

E j emplo 3 

Se prepara una solucion que contenga 95 mg de f osf atidilcoli- 
na de soja hidrogenada; 14 mg de palmitoil- 
lisof osf atidilcolina; 30 mg de fosfatidil etanolamifia deriva- 
tizada con O-metil polietilenglicol-2000 y 30 mg de coleste- 
rol en 15 ml de etanol anhidro. 

Se evapora la mezcla en evaporador rotatorio hasta sequedad, 
cuidando de hacerlo a una temperatura no superior a los 45 °C. 
La pellcula formada se retoma en soluci6n de sulfato de amo- 
nio a 45 °C (5 ml de soluci6n que contiene 13,20 mg/litro de 
solucion) , con agitaci6n y a temperatura ambiente . 
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Los liposomas obtenidos en el paso anterior, se someten rrf? 
clos de congelamiento (-45°C) y descongelamiento (50°C) . Por 



Luego se extrudan a traves de membranas de poro decreciente, 



membranas de poro m&s pequefio, luego de 400 nm y finalmente 
por membrana de 200 nm. 

El tamano promedio de los liposomas en esta preparacion se 
muestra en el gr&fico de la figura 1 con triangulo vacio 
(11,5 mol% de lisof osf olipido/lipidos totales) . 

Ejemplo 4 

Se prepara una soluci6n que contenga 95 mg de f osf atidilcoli- 
na de soja hidrogenada; 18 mg de palmitoil- 
lisofosfatidilcolina; 3 0 mg de fosfatidil etanolamina deriva- 
tizada con O-metil polietilenglicol-2 . 000 y 30 mg de coleste- 
rol en 15 ml de etanol anhidro. 

Se evapora la mezcla en evaporador rotatorio hasta sequedad, 
cuidando de hacerlo a una temperatura no superior a los 45 °C. 
La pelicula formada se retoma en solucion de sulfate de amo- 
nio a 45°C (5 ml de soluci6n que contiene 13,20 mg/litro de 
soluci6n) , con agitaci6n y a temperatura ambiente. 



lo menos se practican 6 ciclos. 



comenzando por membrana de 1000 nm, siguiendo luego por las 
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Los liposomas obtenidos en el paso anterior, se someten a ci- 
clos de conge 1 ami en to (-45°C) y descongelatniento (50°C) . Por 
lo menos se practican 6 ciclos. 

Luego se extrudan a traves de membranas de poro decreciente, 
comenzando por membrana de 1000 nm, siguiendo ..luego por las 
membranas de poro mas pequeno, luego de 400 nm y finalmente 
por membrana de 200 nm. 

El tamano promedio. de los liposomas en esta preparaci6n se 
muestra en el gr&fico de la figura 1 con* cuadrado lleno (14,3 
mol% de lisofosf ollpido/lipidos totales) . 

En la Tabla 1 se exponen los tamanos medidos de liposomas 
conteniendo cantidades crecientes de lisof osf olipido, despu<§s 
de extrudado por membrana de 400 nm, de acuerdo a lo descrip- 
to en los .ejemplos anteriores y lo ilustrado en la Figura 1. 

Tabla 1 



E j emplo 
N° 


Contenido de Liso FC en mol% 
(Liso FC / Lipidos totales) 


1 

Tamano medido de liposomas conte- 
niendo cant, crecientes de liso 
FC y despues de extrudadas por 
membrana de 400 nm 


Control 




310 nm 


1 


1,43 


215 nm 


2 


2, 86 


240 nm 


3 


11,5 


208 nm 


4 


14,3 


75 nm 
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Se preparan dos lotes de liposomas (06012 y 06013 ) de acuerdo 
al procedimiento descripto en el Ejemplo 1. Asimismo se pre- 
para un lote de liposomas de acuerdo al procedimiento des- 
cripto en la Pfeparaci6n de Control (06011) . Las Figuras 2a y 
2b muestran la distribuci6n de tamano de particula para los 
lotes 06012 y 06013 en comparacion con la distribucion de ta- 
mano de particula para el lote 06011 (sin lisof osf ollpido) 

Se puede observar una consistencia de resultados entre los 
lotes de liposomas que contienen lisof osf ollpido, observando- 
se en ambos (06012 y 06013) un tamano de particula menor que 
el correspondiente al de la preparacion control, sin 
lisofosfollpido (06011) . 

Ejemplo 6. 

Una suspension de liposomas obtenida segun se describi6 en el 
ejemplo 1 se dializa contra una soluci6n de sacarosa 10 % 
(p/v) para eliminar el sulfato de amonio exterior a los lipo- 
somas . 

A continuacion, se prepara una soluci6n que contiene la si- 
guiente composicion: 1,5 volumenes de suspension de liposo- 
mas, 1 volumen de soluci6n de doxorubicina que contiene 6 
mg/ml en una solucion de sacarosa 10% (p/v) e histidina 0,15% 
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0,15% p/v (Buffer sacarosa/histidina) . 

Se deja reposar la mezcla durante 15 minutos, entibiando 
suavemente . 

Se determina el grado de encapsulamiento de doxorubicina a 
traves de mediciones de absorbancia mediante espectrometria 
UV. A tal fin se realizan mediciones de absorbancia en mues- 
tras de diluciones de liposomas con doxorubicina en medio 
isotonico alcalino (Doxorubicina Libre) y muestras de dilu- 
ciones de liposomas con doxorubicina en medio alcalino con- 
tendiendo detergente (Doxorubicina Total) . Mediante los datos 
de absorbancia obtenidos a 590 nm se calcula el porcentaje de 
doxorubicina encapsulada. Se obtiene un porcentaje de encap- 
sulamiento de 78,7%. El porcentaje de doxorubicina libre es 
de 21,3%. 

Ejemplo 7 

Se prepara una suspensi6n de liposomas dializados como se 
describe en el ejemplo 5 y luego se incuba esa suspension se- 
gun la siguiente relacion: 

1,5 volumenes de suspension de liposomas; 0,4 volumenes de 
buffer sacarosa/histidina (segun ejemplo 5); 0,1 volumenes de 
soluci6n 100 mM de Cl 2 Ca y 1,0 volumen de solucion de doxoru- 
bicina 6 mg/.ml en buffer sacarosa / histidina. 
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Se. cieja reposar la mezcla durante 15 minutos, entibiando sua- 
vemente . 



igual modo que indicado en el ejemplo 5) , obteni6ndose ton va- 
lor de 87 , 9%. El porcentaje de doxorubicina libre es de 12,1% 
Como puede verse, el grado de incorporacion es 9,2 puntos ma- 
yor que el logrado sin Cl 2 Ca. 

E j emplo 8 

Se procede de igual forma que en el ejemplo 5- Finalizada la 
etapa de incubamiento, se dializa contra una solucion Buffer 
sacarosa/histidina durante 12 hs . 

La determinaci6n del grado de encapsulamiento de doxorubicina 
da un valor de 91,2%. 

Ejemplo 9 

Se procede como se describe en el ejemplo 6 y finalmente se 
dializa contra una solucion de Buffer sacarosa/histidina du- 
rante 12 Hs. 

El . porcentaje de encapsulamiento de Doxorubicina es de 
95.53%. Es decir, 4,33 puntos mayor que sin el agregado de 
cloruro de calcio. En otras palabras, el porcentaje de doxo- 
rubicina libre es de 50 % menor que sin el agregado de Cloru- 
ro de calcio. 



De determina el porcentaje de doxorubicina incorporado (de 
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i\ OA 

Mientras que la invenci6n ha sido particularmente des^ * 
con especffica referenda a realizaciones de proceso y proce- 
dimiento particulares, se apreciara que diversas alteracio- 
nes r modif icaciones y adaptaciones pueden basarse en la pre- 
sente descripcion, y se hallan dentro del espiritu y alcance 
de la presente invenci6n corao se define en las siguientes 
reivindicaciones 
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1. Una composicion farmac^utica de liposomas de tamafio pe- 
queno, unilamelares para administracion parenteral de un com- 
puesto activo, caracterizada porque comprende : 

(i) liposomas con un dillmetro promedio de entre aproxima- 
damente 7 5 nm y aproximadamente 3 00 nm, donde la mem- 
brana unilamelar contiene una mezcla de lipidos satu- 
rados que comprende al menos un lisof osf olipido en 
una cantidad comprendida entre aproximadamente 0,5 
moles% y aproximadamente 6,0 moles% respecto de los 
lipidos totales, y 

(ii) un compuesto terapeutico encapsulado dentro de dichos 
liposomas . 

2. Una composici6n de acuerdo con la reivindicacion 1, ca- 
racterizada porque el lisof osf olipido estli. seleccionado entre 
lisof osf at idilcolina, lisof osf at idil inositol , lisof osf at idil- 
serina y Hcido liso fosfatldico o combinaciones de los mis- 
mos . 

3. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, ca- 
racterizada porque los lipidos saturados se seleccionan entre 
fosfatidil colina, colesterol y f osf atidil-etanolamina, fos- 
f atidil-inositol; f osf atidil-glicerol , fosfatidil colina na- 
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tural (de soja y/o huevo) y fosfatidil colina obteni 
distintas fuentes naturales como soja o huevo, seguida de 
hidrogenaci6n; diestearoil f osf atidil-etanolamina derivatiza- 
da con polietilenglicol 750-5000 O-metilado; dipalmitoil- 
f osf atidiletanolamina derivatizada con polietilenglicol 750- 
5000 O-metilado o combinaciones de los mismos. 

4. Una composicion de acuerdo con la .reivindicaci6n 3, ca- 
racterizada porque la diestearoil f osf atidil-etanolamina esta 
derivatizada pref eriblemente con polietilenglicol 2000 0- 
metilado . 

5. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 3, ca- 
racterizada porque la dipalmitoil-f osf atidiletanolamina esta 
derivatizada pref eriblemente con polietilenglicol 2000 O- 
metilado . 

6. Una »composici6n de acuerdo con la reivindicacion 1, ca- 
racterizada porque el compuesto active es un agente citot6xi- 
co . 

7. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 6, ca- 
racterizada porque el agente citot6xico se selecciona de en- 
tre antibioticos antraciclinicos, taxanos y sales de platino. 

8. Una composicion de acuerdo con la reivindicaci6n 7, ca- 
racterizada porque el antibiotico antraciclinico se seleccio- 
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na del grupo que consiste de doxorubicina, epirubicinsN5==Ji=s; 
daunorubicina y sus sales farmaceuticamente aceptables. 

9. Una composicion farmaceutica de liposomas unilamelares 
de tamaiio pequeno para administracion parenteral de un com- 
puesto activo de acuerdo con la reivindicacion 1, caracteri- 
zada porque comprende : 

(i) liposomas con un diametro promedio de entre aproxima- 
damente 75nm y aproximadamente 3 00 nm, donde la mem- 
brana unilamelar contiene una mezcla de lipidos satu- 
rados que comprende al menos un lisof osf olipido en 
una cantidad comprendida entre aproximadamente 0,5 
moles% y aproximadamente 6,0 moles% respecto de los 
lipidos totales, y 

(ii) doxorubicina encapsulada dentro de dichos liposomas 
en- una proporci6n de entre aproximadamente 8,5% en 
peso a aproximadamente 11,5% en peso respecto del pe- 
so de los lipidos de liposoma 

10 . Un m^todo para preparar una composici6n de acuerdo con 
la reivindicaci6n 1, caracterizado porque comprende las eta- 
pas de : 

a) formar liposomas a partir de una solucion que contiene 
lipidos saturados y al menos un lisof osf olipido en una 
cantidad comprendida entre aproximadamente 0,5 moles% y 
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aproximadamente 6,0 moles% de respecto de los ll 





totales; 



b) 



evaporair hasta sequedad; 



c) 



tomar la pelicula en soluci6n acuosa; 



d) 



someter la solucion anterior a ciclos de congelamiento y 



de s c ong e 1 ami en t o ; 



e) 



extrudar a traves de membranas de poro decreciente hasta 



una membrana de 50 nra de poro, obteniendo liposomas con 
un di&metro promedio de entre aproximadamente 75 nm y 
. aproximadamente 3 00 nm; 

f) dializar la suspension de liposomas; y 

g) ' mezclar la suspensi6n de liposomas dializada con una so- 

lucion de compuesto activo. 

11. Un metodo de acuerdo con la reivindicacion 10, caracte- 
rizado porque el lisof osf olipido est& seleccionado entre li- 
sof osf atidilcolina,. lisof osf atidilinositol , 
lisof osf atidilserina y acido. liso fosfatidico. 

12. Un metodo para preparar una composicion de acuerdo con 
la reivindicaci6n 9, caracterizado porque comprende las eta- 
pas de : 

a) formar liposomas a partir de una mezcla que contiene 1£- 
pidos saturados y al menos un lisof osf olipido en una 
cantidad comprendida entre aproximadamente 0,5 moles% y 
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aproximadamente 6,0 moles% de respecto de los llpi^^ 
totales ; 

b) evaporar hast a sequedad; 

c) tomar la pellcula en soluci6n de una sal de amonio; 

d) someter la solucion anterior a ciclos de congelamiento y 
descongel ami ento; 

e) extrudar a traves de membranas de poro decreciente hasta 
una membrana de 50 nm de poro, obteniendo liposomas con 
un diametro promedio de entre aproximadamente 75 nm y 
aproximadamente 3 00 nm; 

f ) dializar la suspensidn de liposomas contra una solucion 
acuosa sin iones amonio; 

g) mezclar la suspension de liposomas dializada con una so- 
lucion de entre 50 mM y 200 mM de una sal soluble de 
calcio y una solucion de doxorubicina en una concentra- 
cion de entre 2 a 30 mg/ml , obteniendo un porcentaje de 
m&s de 80% de encapsulamiento de 'doxorubicina. 

13'. Un m§todo de acuerdo con la reivindicacion 12, caracte- 
rizado porque la sal de calcio es cloruro de calcio. 

14. Un metodo de acuerdo con la reivindicaci6n 12 6 13 , ca- 
racterizado porque la relacion de voltimenes de solucion de 
cloruro de calcio a solucion de doxorubicina es de 1:10 
(v/v) . 
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v. 

15. Un metodo de acuerdo con la reivindicacion 12, car^is^ 
rizado porque en presencia de cloruro de calcio el porcentaje 
de doxorubicina encapsulado aumenta entre 20 a 70% respecto 
de un metodo que no utiliza cloruro de calcio. 



p.p. de MONTE VERDE S.A. 



Alicia G. Alvarez 



Mat. 895 
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Una composicion farmaceutica de liposomas de tamafio pequerio, 
unilamelares para el suministro de compuestos activos, por 
via inyectable, con mejorada permanencia en el torrente san- 
guineo, donde la membrana unilamelar contiene una mezcla de 
lipidos saturados que comprende al menos un lisof osf olipido 
en una cantidad comprendida entre aproximadamente 0,5 moles% 
y aproximadamente 6,0 moles% respecto de los lipidos totales 
y metodo de preparacion. Adicionalmente se preparan liposomas 
con mayor eficiencia de encapsulamiento de un principio acti- 
vo tal como doxorubicina mediante el agregado de una solucion 
de iones calcio. 
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FIGURA 1 
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FIGURA 2 b 
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